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CO2和硝氮加富对龙须菜 ( G racila ria lem aneiform is)
生长、生化组分和营养盐吸收的影响
徐智广 1 ,邹定辉 1, 3 ,张　鑫 1 ,刘树霞 1 ,高坤山 2
(1. 汕头大学海洋生物研究所 ,汕头　515063; 2. 厦门大学近海海洋环境科学国家重点实验室 ,厦门　361005)
摘要 :为了探讨大气 CO2和海水硝氮浓度升高对龙须菜生理特性的影响 ,在实验室条件下把藻体于 CoNo、C +No、CoN +和 C +N
+ 4种不同 CO2和硝氮供应水平的处理中进行培养 , 15d后 ,分别测定各种不同培养条件下藻体的生长、色素含量、可溶性蛋白
含量和营养盐吸收速率。结果表明 : CO2或硝氮浓度增加都会使藻体生长加快 ,但当二者同时加富时对生长的促进作用没有表
现出协同效应。不管是高氮还是低氮的培养条件 ,高浓度 CO2都能使藻体的色素和可溶性蛋白的含量降低 ,而使硝酸还原酶活
性升高 ;同时 ,在硝氮加富的条件下 ,高浓度 CO2培养能够显著提高藻体的营养盐吸收速率。不管是高还是低的 CO2浓度培养
条件下 ,硝氮浓度增加都会使藻体的色素和可溶性蛋白含量以及营养盐吸收速率得到显著提高。这些结果说明 ,在大气 CO2浓
度升高或海水富营养化条件下 ,龙须菜的生长、硝酸还原酶活性和营养盐吸收速率都可能得到促进 ,而色素和可溶性蛋白的含
量也会受到影响。
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Effects of increa sed a tm ospher ic CO2 and N supply on growth , b iochem ica l
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A cta Ecologica S in ica, 2008, 28 (8) : 3752～3759.
Abstract: To investigate the effects of increased atmospheric CO2 and N supp ly in seawater on the red alga Gracilaria
lem aneiform is, the thalli were incubated in laboratory for 15 days under 4 different conditions of CoNo, C +No, CoN + and
C + N + respectively, then the growth, nutrient up take rates, contents of p igments and soluble p roteins in alga were
measured. The results show that either increased atmospheric CO2 or N supp ly can enhance the relative growth rate (RGR)
of G. lem aneiform is, but they have no synergic effect. Elevated CO2 decreases, but N supp ly increases, the contents of
p igments and soluble p roteins. Increased atmospheric CO2 reinforces the activity of nitrate reductase (NRA ) under the
conditions of both enriched and unenriched N supp ly in G. lem aneiform is but stimulates the up take of nutrient only in case
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of high N supp ly. In any case of CO2 concentration, enriched N supp ly imp roves the nutrient up take rates of G.
lem aneiform is. It is concluded that the growth , NRA and nutrient up take of the red alga G. lem aneiform is would be
enhanced and the contents of p igments and souble p roteins be changed by increased atmospheric CO2 or seawater
eutrophication in future.
Key W ords: Gracilaria lem aneiform is; CO2 ; nitrate; nutrient up take; growth; biochem ical composition
正在发生的大气 CO2浓度升高是目前全球环境问题中的一个重要方面 ,它将对全球生态系统产生深刻的
影响。植物生理生态学家很关心这种 CO2浓度变化对植物的可能效应 ,对于这种变化对陆生植物的影响已做
了广泛而深入的研究 [ 1 ]。海洋面积占地球表面积的 71%以上 ,能够溶解和吸收大量的 CO2 ,在全球碳循环中
具有重要作用。近年来 ,国内外学者在大气 CO2的浓度升高对水生植物 (特别是海洋藻类 )生理生态的影响
方面展开了广泛的研究 [ 2 ]。研究表明 ,大气 CO2浓度升高能提高海洋浮游植物初级生产力
[ 3 ] ,对海洋微藻和
大型藻类的生长、光合作用和营养盐吸收等生理生化特性都会产生影响 [ 4～8 ]。
海水富营养化是引起人们广泛关注的一个重要的海洋环境问题。富营养化指海洋生态系统中限制性营
养盐的自然增加和人为增加及其引起生态系统的相应变化。它不仅直接影响了浮游植物生产力和生物量 ,而
且间接的改变了浮游生物和底栖生物的群落结构和季节循环 ,从而对近海生态系统造成破坏 [ 9 ]。国内外学
者普遍认为养殖大型海藻是吸收、利用营养物质 ,延缓并改善水域富营养化的有效措施之一 [ 10, 11 ]。
龙须菜 (Gracilaria lem aneiform is)属于江篱属 ,是一种大型经济红藻 ,原产地在山东省和辽宁省 ,自从由北
向南的引种成功以后 ,在中国沿海已经形成相当规模的养殖。除了经济上的效益 ,龙须菜的大规模养殖也是






龙须菜于 2005年 5月 11日采自广东南澳岛近海筏式养殖区。采集时选择健康一致的藻体 ,长度 25cm
左右 ,放于盛有少量海水的塑料袋中 ,用低温箱 (温度 4℃左右 )在 3h内运到实验室 ,在装有高压灭菌的自然
海水 (pH 8. 2;盐度 33; NO -3 2N浓度 10μmol L
- 1
;无机磷浓度 0. 5μmol L - 1 )的锥形烧瓶中暂养 2d,然后用作实
验材料。暂养条件为 :温度 20℃;光照强度 120μmol photos m - 2 s- 1 ;光暗周期为 12h∶12h;用充气泵 24h充
空气。
1. 2　不同条件下龙须菜的培养
实验材料放在 3L锥形烧瓶中 (装有 2L高压灭菌的自然海水 ) ,于 CO2培养箱 (Conviron EF7;加拿大 )中
培养 15d (2005年 5月 14日至 28日 ) ,培养过程分为 CoNo、C +No、CoN +和 C +N + 4种不同处理 ,各 3个重
复 ,每 2d换 1次培养水体。4种处理除了 CO2和 NO
-
3 浓度不同 ,其他条件均相同 ,其中无机磷浓度均加富至
50μmol L - 1 ,培养密度为每升海水 2g藻体 (湿重 ) ,培养的光温条件与暂养的光温条件一致。
4种不同的培养条件 :
CoNo　NO -3 浓度为 10μmol L
- 1
;充自然空气 , CO2浓度为 360μl L
- 1
C +No　NO -3 浓度为 10μmol L
- 1 ;所充气体中 CO2浓度为 720μl L
- 1
CoN + 　NO -3 浓度为 500μmol L
- 1
;充自然空气 , CO2浓度为 360μl L
- 1
C +N + 　NO -3 浓度为 500μmol L
- 1
;所充气体中 CO2浓度为 720μl L
- 1。
以上各种条件中 , 10μmol L - 1的 NO -3 浓度为自然海水 , 500μmol L
- 1的 NO -3 浓度通过向自然海水中加入
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NaNO3获得 [龙须菜在这一浓度下 ,对 NO
-
3 的吸收已经达到最大 (数据未列出 ) , NO
-
3 的吸收利用不会受到限
制 ] , 720μl L - 1的 CO2浓度通过调节 CO2培养箱内气体的 CO2量获得。
培养过程结束后 ,分别测定生长、各种色素含量、可溶性蛋白含量、硝酸还原酶活性 (NRA )以及营养盐吸
收速率等指标。最后 ,把 4种不同处理的龙须菜转移到相同的中间 NO -3 浓度条件下 (NO
-
3 浓度为 50μmol
L - 1 ,充自然空气 ,其他条件不变 ) ,再次分别测定各自的 NO -3 吸收速率。
1. 3　日相对生长率 (RGR )的测定
分别测定实验初始时藻体的湿重 (W 0 )和结束时藻体的湿重 (W t ) ,通过公式 : RGR = ln (W t / W 0 ) ×t
- 1
×100计算 ,其中 t为培养时间 ,单位为 ( d)。
1. 4　有关细胞生化组分含量的测定
(1)叶绿素 a (Chla)和类胡萝卜素 (Car)含量的测定 　参照 Jensen的方法 [ 14 ] ,用丙酮研磨一定湿重的藻
体 ,定容 ,离心 ,取上清液测其在波长 450、666nm和 730nm处的吸光值。通过如下公式计算含量 : Chla =
(OD666 - OD730 ) ×V ×10 / (890 ×g) ; Car = OD450 ×V ×10 / ( 2500 ×g )。其中 , OD为吸光值 , V为定容后的溶
液体积 , g为藻体湿重。
(2)藻蓝蛋白 ( PC)和藻红蛋白 ( PE)含量的测定 　参照 Siegelman和 Kycia的方法 [ 15 ] ,用 0. 1mol/L的磷
酸缓冲液研磨一定湿重的藻体 ,定容 ,离心 ,取上清液测其在波长 455、564、592、618nm和 645nm处的吸光值。
通过如下公式计算含量 : PE = [ (OD564 - OD592 ) - (OD455 - OD592 ) ×0. 2 ] ×0. 12 ×V / g; PC = [ (OD618 -
OD645 ) - (OD592 - OD645 ) ×0. 2 ] ×0. 15 ×V / g。其中 , OD为吸光值 , V为定容的溶液体积 , g为藻体湿重。
(3)可溶性蛋白含量的测定 　参照 Kochert的方法 [ 16 ] ,用 0. 1mol/L的磷酸缓冲液研磨一定湿重的藻体 ,
定容 ,离心 ,取上清液用考马斯亮蓝 G2250染料结合法测蛋白浓度 ,用牛血清蛋白做标准曲线 ,然后通过公式
计算藻体蛋白含量。Soluble p roteins = N 0 ×V / g,其中 N0为上清液蛋白浓度 , V为定容后溶液的体积 , g为藻
体湿重。
1. 5　硝酸还原酶活性 (NRA )的测定
参照 Corzo等的方法 [ 17 ] ,通过测定一定量藻体 (活体 )在一定量反应介质中单位时间内产生的亚硝氮
(NO -2 2N )的量来表示藻体的 NRA。具体方法为 :称取 0. 1g藻体 (湿重 ) →加入 10m l反应介质缓冲液
(011mol/L磷酸缓冲液 , pH 7. 5; 0. 01mmol L - 1的葡萄糖 ; 0. 5mmol L - 1的 Na2EDTA; 200mmol L - 1的 NaNO3 ) →
充氮气 2 m in (赶出溶液中的氧气 ) →黑暗条件下 30℃反应 30 m in→取出藻体 →吸取反应介质缓冲液 2m l加
入 1m l磺胺试剂 , 5 m in后加入 1m l盐酸萘乙二氨试剂 ,混匀 ,静置 15 m in→测定 543nm处的吸光值 →用标准
曲线回归方程计算亚硝氮 (NO -2 2N)的含量 ,然后计算酶活性。以每克湿重藻体每小时产生的 NO
-
2 2N量表示
NRA (μmol NO -2 h
- 1 g- 1 FW )。标准曲线用不同浓度的 NaNO2标准溶液制作。
1. 6　营养盐吸收速率的测定
通过测定培养前后藻体培养介质中营养盐的浓度 ,用营养盐的减少速率来表示藻体对该营养盐的吸收速
率。具体公式如下 : up take rate = (N 0 - N t ) ×V ×g
- 1 ×t- 1。其中 , N 0为实验开始时培养水体中营养盐的浓
度 , N t为实验结束时营养盐的浓度 , V 为培养水体的体积 , g为实验开始时藻体的湿重 , t为培养时间 ( h)。
NO
-
3 浓度的测定采用 Cu2Cd还原 2重氮 2偶氮分光光度法 ,无机磷浓度的测定采用磷钼蓝分光光度法
[ 18 ]。
1. 7　统计分析
所有测定结果表示为平均数 ±标准差 ( n≥3) ,用方差分析 (ANOVA )和 t2检验进行统计显著性分析 ,以
P < 0. 05作为差异的显著性水平。
2　结果
2. 1　生长
C +No、CoN +、和 C +N +等 3种处理的龙须菜的日相对生长率都比 CoNo处理的高 50%左右 ,而这 3种
处理之间没有显著性差异 (图 1)。这表明 , 大气 CO2升高或海水中 NO
-
3 加富都能显著促进龙须菜的生长 ,但
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当二者同时加富的时候 ,对龙须菜生长的促进作用并不是他们分别单独加富时的加倍。
2. 2　色素和可溶性蛋白含量
相同的 CO2浓度下 , N +培养的龙须菜 Chla、Car、PE、PC等 4种色素含量和可溶性蛋白含量比 No培养的
含量都要高 ;而相同 NO -3 浓度下培养的藻体 , C +培养的 4种色素和可溶性蛋白含量比 Co处理的低 (图 2、
图 3)。
由此可知 ,高浓度的 NO -3 可以提高龙须菜藻体中 Chla、Car、PE、PC和可溶性蛋白的含量 ,而高浓度的
CO2会降低它们在藻体中的含量。
2. 3　硝酸还原酶活性
从图 4可以看出 ,不管是光照还是黑暗条件下 ,相同的 NO -3 浓度下 , C +培养的藻体 NRA比 Co培养的藻
体要高 ( P < 0. 01) ;而相同 CO2浓度下 , N +和 No培养对龙须菜的 NRA没有显著影响 ( P > 0. 05)。可见 ,高
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2. 4　营养盐的吸收
由图 5可知 ,在 N +处理的情况下 ,大气 CO2浓度升高条件下培养的龙须菜比正常 CO2浓度培养条件下的
藻体 N和 P的吸收速率要快 ( P < 0. 01) ;而 No处理的情况 ,二者之间并无显著差异 ( P > 0. 05)。可见在 N供
应受限制时 , CO2对龙须菜营养盐吸收速率没有显著影响 ,而 N供应充足的时候 ,高浓度的 CO2能够提高龙须
菜对氮、磷营养盐的吸收速度。
如图 6所示 ,当把这 4种不同条件下培养的龙须菜放到相同的中间 NO -3 浓度条件下时 , No条件下培养
的龙须菜的 NO -3 吸收速率反而比 N +培养的要快 ,而不同 CO2浓度培养的藻体此时的 NO
-
3 吸收速率没有显
著差异 ( P > 0. 05) ;同时 ,比较图 52B和图 6可以看出 , No培养的龙须菜的 NO -3 吸收速率在中间 NO
-
3 浓度条
件下比在之前的 No条件下明显加快 ,而 N +培养的藻体比之前则显著减慢。可见 ,当龙须菜从高 NO -3 转入
低 NO -3 环境时 , NO
-








Fig. 5　Effects of different C and N growth treatments on nutrient up take rates for Gracilaria lem aneiform is
A: PO -4 吸收速率 ; B: NO
-
3 吸收速率　A: PO4 - up take rate; B: NO
-
3 up take rate
　图 6　4种不同生长处理的龙须菜放到相同的中间浓度条件下
时 NO -3 的吸收速率
Fig. 6　NO -3 up take rates under the same condition of the medial
NO -3 concentration for Gracilaria lem aneiform is grown at 4 different C






中 , CO2的加富提高了龙须菜的生长速率 (图 1) ,这与江
篱属中其它种类 Gracilaria sp. 和 Gracilaria ch ilensis的情




限制 [ 20 ] ,而大气 CO2的加富 ,能够提高培养水体中的无
机碳浓度 ,促进光合固碳作用 ,从而加速了藻体的生长。
另有一些种类的海藻不能够利用海水中的 HCO -3 ,如
H izik ia fusiform is,但 CO2的加富同样能够促进其生长 ,这
是因为海水中 CO2浓度的升高不但促进了藻体的光合固
碳 ,同时 , CO2 /O2比值的升高抑制了光呼吸作用 ,减少了
能量的消耗 [ 8 ]。同时 , 还有一些海藻不但能够利用
HCO -3 ,并且自然海水中 HCO
-
3 的浓度又是饱和的 ,如
U lva rig ida ,但是因为 CO2的加富刺激了氮在藻体内的积累 ,从而也加速了藻体的生长
[ 21 ]。除了促进作用 ,
CO2的加富也可能降低或者对藻体的生长不产生显著影响。如 ,提高 CO2浓度对 Gracila ria gad itana的生长速
率没有影响 [ 22 ] ,而使紫菜属中 Porphyra leucostica的生长速率反而降低 [ 23 ]。这些结果可能是因为 CO2加富降
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低了培养水体中的 pH值造成的间接作用 ,但具体机制尚需进一步研究。
本研究中 ,硝氮的加富也加快了龙须菜的生长速率。这与 Dawes等报道的江篱属海藻 Gracilaria verrucosa
和 G. tikvah iae中的结果 [ 24 ]以及徐永健等报道的氮素对龙须菜生长的影响结果一致 [ 13 ]。其生理原因在于 ,氮
是植物生长的营养基础和外部信号 [ 25 ] ,自然海水中生长的藻体一般处于氮限制 ,氮营养盐的加富为藻体提供
了生长的信号 ,刺激藻体生长调控相关基因的合成 ,同时也使藻体利用营养生长的一系列生理过程的底物浓
度升高 ,在一定范围内使藻体的同化作用加强 ,从而促进其快速生长。但本研究中 , CO2和氮同时加富时 ,龙
须菜的生长速率跟二者分别单独加富时没有显著差异 ,并没有出现更快的生长现象。其原因可能是因为在氮
供应充足的情况下 CO2的加富减少了 Rubisco (1, 52二磷酸核酮糖羧化酶 /加氧酶 )的合成 ,从而部分的降低了
碳的同化 ,而在氮限制的条件下 , CO2的加富对 Rubisco并没有明显的抑制作用
[ 22, 26 ]。
3. 2　对色素和可溶性蛋白含量的影响
Andria等对江篱属藻类 Gracilaria gad itana进行不同 CO2浓度和氮水平的生长处理 ,发现 PE, PC和 Chla
以及可溶性蛋白含量在 CoN +处理中含量最高而在 C +No中最低 [ 22 ]。本研究中 , CO2的加富培养也降低了
龙须菜藻体色素 PE、PC、Chla和可溶性蛋白的含量 ,而氮加富却提高了他们在藻体中的含量 (图 2, 3) ,这一结
果与 Andria等的结果一致。其生理原因可能是 , CO2的加富促进了藻体内可溶性碳水化合物的积累 ,而可溶
性碳水化合物对光合作用相关酶的基因表达具有抑制作用 ,从而降低了 Rubisco含量和对 CO2的羧化能力 ,最
终导致光合色素和可溶性蛋白的含量降低。另一方面 ,氮是植物生长的基础 [ 25 ] ,为各种蛋白的合成提供营养
原料 ,而自然海水中的藻体一般是氮缺乏的 ,氮的加富必然导致以氮为底物的氮代谢的加强 ,从而增加了氮同
化物在藻体内的积累。同时 ,作为大型海藻的主要氮库 ,藻胆蛋白会在氮充足的环境中大量合成 ,为藻体储存




,已有报道表明 ,高浓度的 CO2使得 U lva rid itana
[ 21 ]
和 Porphyra leucostica[ 23 ]的 NRA升高。本研究中 ,相同的氮浓度下 , CO2加富也显著的提高了龙须菜的 NRA
(图 4)。Gordillo等等认为 ,是 CO2直接作用于硝酸还原酶 (NR)合成的初始阶段 ,对酶的合成进行调节
[ 21 ] ,而
并不是象高等植物那样通过影响碳代谢的生理过程来影响 NRA [ 29 ]。另外 ,本研究中 ,在氮供应充足的情况
下 , CO2的加富加快了龙须菜氮、磷营养盐的吸收速率 (图 5) ,这与另外两种红藻 Gracilaria sp. 和 Gracila ria
ch ilensis
[ 19 ]以及绿藻 U lva lactuca[ 30 ]、褐藻 H izik ia fusiform e[ 8 ]中的情况一致。但也有相反的结果 ,高浓度的
CO2使 Gracila ria gad itana
[ 22 ]和 Porphyra leucostica[ 23 ]的 NO -3 吸收速率下降。
Mercado等对 Porphyra leucostica进行 CO2加富培养 7～8d后 ,提高了 NRA的同时却降低了 NO
-
3 的吸收




得到了类似的结论 [ 17 ]。但本研究中 ,高 CO2浓度培养龙须菜 15d后 ,同时提高了 NRA和 NO
-
3 吸收速率 ,影响
却是一致的 (图 4,图 5)。这可能由于海藻的种类以及培养时间不同所致。另外 ,由于 NR是一种底物诱导
酶 [ 31, 32 ] ,并且 NRA与细胞内 NO -3 浓度的增加成正相关关系
[ 33 ] ,所以当高浓度 CO2使 NO
-
3 吸收速率加快时 ,




本实验结果表明 ,在高 NO -3 浓度生长条件下 ,龙须菜对氮、磷营养盐的吸收速率都显著提高 (图 5) ,这与
Pedersen等对几种紫菜属海藻做的氮、磷吸收实验结果一致 [ 34 ]。但是当把 4种处理的藻体放到相同的中间
NO
-
3 浓度条件下时 ,以前不同浓度的 CO2处理对此时的 NO
-
3 吸收没有显著影响 (图 6)。可见当去除高浓度
的 CO2条件后 ,其对 NO
-
3 吸收的影响也随即消失。而之前 No和 N +处理的藻体由于放到中间 NO
-
3 浓度的
水体中时二者的初始营养状态不同 (No处理的处于氮限制 , N +处理的处于氮饱和 ) , No处理的藻体 NO -3 的
吸收速率大大加快 ,而 N +处理的却大大降低 (图 5和图 6) ,此时的离子吸收速率可能主要受组织内部的营
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养状态而不是外界营养盐浓度所控制。
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